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2002年12月19日　山形大学医学部第一講義室
１．脛骨列形成障害の成立過程におけるFgf 8 とBmp 4 の発現異常
　　　大辻美和子，高原政利，原田幹生，朴哲，関徳宏，斎藤英子，
　　　神村栄吉＊，高木理彰，荻野利彦（山形大学医学部整形外科学
　　　講座，＊同動物実験施設）
　四肢の発生や形態形成には、fibroblast growth factors (Fgfs)、
bone morphogenetic proteins (Bmps) および sonic hedgehog (Shh)
などの遺伝子が関与する。これらの遺伝子の異常は四肢先天異常を
誘発する。本研究の目的は脛骨列形成障害において、四肢発生に関
与する遺伝子の発現変化を観察することである。
　妊娠10日目の母ラットに20 mg/kg体重の busulfan を経口投与
し、胎仔に脛骨列形成障害を誘発した。胎齢12日から14日の胎仔を
摘出し、Nile blue A生体染色にて細胞死を、whole mount in situ 
hybridizationにて Fgf  8 、Bmp  4および Shhの発現を観察した。
　脛骨列形成障害の胎仔において肢芽・足板で細胞死が増加し、
Fgf  8の発現低下と Bmp  4の軸前部での著明な発現低下を認めた。
Shhの発現異常はなかった。肢芽・足板全体における細胞死の増加
は間葉細胞数の減少をもたらす。Fgf  8の発現低下は肢芽の成長障
害をもたらす。Bmp  4の軸前部における著しい発現低下は、肢芽軸
前部（脛骨側）の成長障害をもたらす。細胞死の増加と Fgf  8と
Bmp  4の発現低下は脛骨列形成障害の成立に深く関与すると示唆
された。
２.　短指症の病態に関する研究 ：短肢症マウスにおける指節骨の
　分析
金内ゆみ子，高原政利，原田幹生，荻野利彦，土田浩之，
柏英雄（山形大学医学部整形外科学講座）
　【緒言】短指症や合短指症の指節骨で、低形成で骨化が遅延し骨
端核の出現異常を経験することがあるが、この異常指節骨の病態は
不明である。骨、軟骨形成促進作用を持つ GDF5が欠損している短
肢症 （bp） マウスでは、指骨の短縮と中節骨の欠損がみられ、短指症
や合短指症に極めて類似している。そこで短指症や合短指症の病態
研究のためにbpマウスの指骨の骨化を観察した。【方法】胎齢16.5
日－生後21日の野生型と bpの前肢の X線撮影後、パッラフィン切
片を作製し、サフラニン０染色と２型コラーゲンの in situ 
hybridization を行った。【結果と考察】bpの基節骨は、軟骨原基の
段階より極めて矮小で経時的成長が乏しく、骨化も遅延していた。
軟骨吸収はびまん性に生じ成長帯を認めなかった。通常の指節骨と
は全く異なる骨形成様式を示しており、内軟骨性骨化の障害がある
と思われる。短指や合短指症にも類似した病態が存在すると推測さ
れる。
３．マウス肋軟骨損傷の修復過程
朴哲，高原政利，原田幹生，大辻美和子，高木理彰，
斎藤英子，伊藤恒賢＊，荻野利彦（山形大学医学部整形外科学
講座，＊同動物実験施設）
　【目的】肋軟骨損傷の修復能力については明らかにされていな
い。今回、演者らは肋軟骨損傷における修復の有無を確かめるため
に、マウス肋軟骨損傷の修復過程を観察した。【方法】５週の ICR
マウスの左第１０肋軟骨を切離した。損傷後、１日、１週、２週、お
よび３週に損傷した肋軟骨を摘出した。サフラニン０染色、II型コ
ラーゲンと Sox 9の in situ hybridization、CD44の免疫染色、およ
びApop TagによるTUNEL法を行った。【結果】損傷後２週では損
傷部位はサフラニンに好染する組織で連結され、II型コラーゲンと
Sox  9のmRNAを強く発現していた。損傷後３週になると、修復組
織の中心部に間隙が観察され、間隙の表面には CD44が発現してい
た。アポトーシスが修復組織の細胞に見られた。【考察】肋軟骨損
傷は軟骨によって修復された。従って、肋軟骨損傷は軟骨細胞で修
復される可能性があると考えられる。肋軟骨の修復はアポトーシス
によって最終的に偽関節様になる可能性が示唆された。
４．マウス前 ・後十字靱帯発生における GDF5 の役割についての
　検討
原田幹生，高原政利，朴哲，大辻美和子，高木理彰，
斉藤英子，伊藤恒賢＊，荻野利彦（山形大学医学部整形外科学
講座，＊同動物実験施設）
　【目的】演者等は前回の同学会にて、 GDF5の機能を欠損した
bpマウスの膝関節では前・後十字靱帯形成不全が存在すると報告
した。今回は、膝関節発生におけるアポトーシスと GDF5との関係
を検討したので報告する。【材料と方法】wildマウスとbpマウスの
胎児マウスの後肢に対して、サフラニン０染色、TUNEL法、およ
びGDF5の in situ hybridizationを行った。【結果】サフラニン０
染色をみると、両マウスで関節予定領域が形成されたが、その後 bp
マウスでは前・後十字靱帯を認めなかった。TUNEL法をみると、
bpマウスの関節予定領域で TUNEL陽性細胞が著明に増加してい
た。GDF5のmRNAをみると、両マウスとも関節予定領域に発現を
認め、bpマウスではより強く発現していた。【考察】bpマウスで
は、GDF5機能の欠損による間葉細胞のアポトーシスの増加によっ
て、前・後十字靱帯の欠損に至ったと考えられる。
５．熱ストレスによる精子形成細胞障害の標的分子の検索
松木真吾＊,＊＊ ，井内良仁＊，池田義孝＊，笹川五十次＊＊，
冨田善彦＊＊，藤井順逸＊（＊山形大学医学部生化学第二講座，
　　　 ＊＊同泌尿器科学講座）
　精巣は体温より数度低い温度で保たれており、熱ストレスにより
精子形成細胞は短時間内に死に至ることが知られている。熱ストレ
スにより細胞内酸化が亢進するという知見をもとに、我々は活性酸
素種の産生源であるmitochondriaが傷害され cytochrome cの流出
がおこることを推測した。ウエスタン法にて熱ストレス後早期にそ
の流出を確認した。体細胞であるHepG2でも同様の実験を行った
が、流出は認めなかった。mitochondriaを精巣と肝臓から抽出し、
熱ストレスをかけたが違いは認められなかった。精巣では
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mitochondriaにおける活性酸素種からの保護機能が低いことが考
えられた。
６.　Toll-like Receptor-2 Modulates Ventricular Remodeling after 
Myocardial Infarction
Shishido T, Nozaki N, Yamaguchi S＊, Nitobe J,  Miyamoto 
T, Takahashi H, Arimoto T, Maeda K＊＊＊,  Yamakawa M＊＊＊, 
Takeuchi O＊＊, Akira S＊＊, Takeishi Y, Kubota I（The First 
Department on Internal Medicine Yamagata University 
School of Medicine, ＊Sagae City Hospital, ＊＊Department of 
Host Defense, Research Institute for Microbial Diseases, 
Osaka University, ＊＊＊Department of Pathology, Yamagata 
University School of Medicine）
　Toll-like receptors (TLRs) transduce similar signals as IL-1R in 
response to pathogens such as lipopolysaccharide and oligonucleo-
tides. Several studies demonstrated that TLRs were activated by 
endogenous ligands such as heat shock proteins and oxidative 
stress. Oxidative stress in the post myocardial infarction (MI) has 
been identified as a pivotal role linked to both myocardial 
hypertrophy and apoptosis. In this study, we determined whether 
TLR-2 was involved in cardiac remodeling after MI. MI was 
induced by surgical left coronary artery ligation on TLR-2 
knockout (KO) mice and normal (WT) mice with same 
background. 1 and 4 weeks after surgery, left ventricular 
dimensions at end-diastole end-systole and fractional shortening 
were preserved compared with WT mice in KO mice. In histology, 
fibrotic changes of non-infarct area were attenvated in KO mice 
compared with WT mice. Mortality in KO mice was significantly 
less than WT mice. These data suggest that TLR-2 are involved in 
ventricular remodeling.
７．心筋梗塞慢性期における心筋局所 restitution 特性と心室不整脈
の関係
結城孝一，細谷幸雄＊，八巻通安＊，久保田功（山形大学医学
部内科学第一講座，＊同医療情報部）
　【目的】心筋梗塞慢性期の心室細動（以下 V F）発生と
restitution特性の関係を検討する。【方法】雑種成犬12頭で、左冠
動脈前下行枝を結紮して前壁心筋梗塞を作成した。４週間後、右房
ペーシング下に心表面60点で単極誘導心電図を記録した後、右室か
らのプログラム刺激により VFを誘発した。心表面60点で、
activation recovery interval（以下 ARI）を測定し、先行する心拍
のdiastolic intervalと次の心拍のARIとの関係よりARI restitution
曲線を求め、その傾き（restitution slope以下 RS）を算出した。【結
果】心電図上異常 Q波を認めたものでは、認めないものより RSの
最大値が大きかった。VF誘発群では、非誘発群に比べ異常 Q波領
域でRSが大きい傾向を認めた。VFが誘発された典型例では、異常
Q波領域に一致して、RSが急峻となり、最大値は１を超えていた。
８．内在性神経幹細胞発現における free radical の影響
－ human Cupper/Zinc superoxide dismutase overexpressing 
transgenic mice を用いた検討－
久下淳史，竹村直，Ali H，小久保安昭，嘉山孝正
（山形大学医学部脳神経外科学講座）
　近年、ラット・マウスの成体脳で側脳室下帯と海馬歯状回におけ
る神経幹細胞の存在が明らかとなり、加齢・脳虚血等のストレス後
に増殖することが報告されている。一方、superoxide dismutase
は、free-radical scavengerとして脳虚血での神経保護作用、加齢変
化に対する抗酸化作用が報告されている。
　今回我々は、ヒト Cu/Zn superoxide dismutase過剰発現マウスで
の加齢・一過性局所脳虚血における神経幹細胞の動態について検討
した。【方法】 Transgenic type（Tg）と wild type ( Wt )に対し、若
齢・老齢マウスおよび一過性局所脳虚血モデルでの神経幹細胞の増
殖・分化について、免疫組織学検討を行った。【結果】３ヶ月齢マウ
スでは、側脳室下帯、海馬歯状回で TgとWtとの比較では BrdU
陽性細胞数に差はなかったが、16ヶ月齢マウスでは側脳室下帯で
BrdU陽性細胞数がWtに比しTgで有意に高値だった。一過性局所
脳虚血モデルではWtに比し Tgで、虚血側の BrdU陽性細胞数が
有意に増加していた。【結論】加齢・一過性局所脳虚血で、神経幹
細胞の発現の増加が認められ、その発現に酸化ストレスが重要な因
子であることが示唆された。
９．細胞除去用磁気分離システムにより採取したラット骨髄幹細胞
の肝細胞への分化
奥本和夫，斎藤貴史，三沢慶子，服部悦子，安達徹，武田忠，
伊藤純一，菅原一彦，渡辺久剛，斎藤孝治，冨樫整，
河田純男（山形大学医学部内科学第二講座）
　【目的】近年、骨髄細胞から様々な細胞への分化が報告されてい
るが、その採取、利用には困難が多い。今回我々は細胞除去用磁気
分離システムにより採取した骨髄幹細胞から肝細胞への分化を検討
した。【方法】骨髄細胞はオスSDラット（8W）の大腿骨より採取し
た。骨髄細胞に磁気抗体をつけて negative selectionにて、骨髄幹
細胞を採取した。肝細胞はコラゲナーゼ潅流法を用いて採取した。
半透膜でしきられた培養皿に骨髄幹細胞、肝細胞を共培養した。
【結果】採取した細胞は造血幹細胞のマーカーである Sca-1が高頻
度に陽性であり、フローサイトメトリーにて CD90（Thy-1）陽性で
幹細胞と思われる細胞群は32％であった。培養した細胞は RT-
PCRにて３日目に HNF1α、CK8を、７日目に AFP、アルブミン
の発現を認めた。【結論】１、採取した骨髄幹細胞に肝細胞へ分化
する細胞が含まれていた。２、細胞除去用磁気分離システムは、採
取効率、臨床応用を考える上で有用な方法であると考えられた。
10．ラット局在リンパ節のナノパーティクルの取り込みにおける粒
子径の影響
櫻井文明，佐藤光雄＊，平井一郎，縄田真一，木村理（山形大
学医学部外科学第一講座，＊同医学科）
　【背景】腫瘍から最初のリンパ流をうけるリンパ節に最初のリン
パ節転移がおこるという仮説がセンチネルリンパ節理論である。セ
ンチネルリンパ節（SN）を同定するのに必要な粒子の条件は速やか
にリンパ節に移動し、移動した先では長く停滞する粒子である。粒
子のリンパ系における動態はその粒子径が強く影響すると考えられ
ている。【目的】リンパ節に流入する微小粒子の取り込み率を経時
的に観察しセンチネルリンパ節生検に用いる最適な粒子径と至適観
察時間を検討。【方法】１．ラットを麻酔後、開腹し粒子径の異な
る蛍光色素（60nm，250nm，600nm）を３種類混合し計1.5 ml回
盲部の漿膜に注入。２．経時的に腸管膜リンパ節を採取し（30min，
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３hour，６hour）、採取したリンパ節をホモジェナイズし、吸光度計
にて蛍光波長を測定。【結果】60nmの粒子サイズが全経過中、取込
みが最も良好。３時間でプラトーに達し、６時間後も良好な取込み
率であった。【まとめ】60nmの粒子サイズが SNの同定に有用。
11．Human urotensin II による心拍数増加作用の機序の検討
大垣友子，會田智美，石幡明＊，片野由美＊＊（山形大学医学部
看護学修士学生，＊同生理学第一講座，＊＊同臨床看護学講座）
　Urotensin II（UT II）は、強力な血管収縮作用を示す内因性ペプ
チドである。ところが我々は、UT IIが冠血管拡張作用を惹起し、
併せて心拍数増加作用を示すことを見出した。そこで本研究では、
UT IIによる冠血管拡張作用と心拍数増加作用の機序を、自然老化
実験動物を用いて検討した。実験には２～３ヵ月齢（若齢）、27～
32ヵ月齢（老齢）の雄性 Fischer 344ラットを用いた。UT IIの冠
血管拡張作用に対する内皮由来弛緩因子の関与を L-NNAと
Diclofenacを用いて検討した。また、ペースメーカー細胞に対する
UT IIの直接作用を摘出右心房標本で検討した。その結果、UT II
の冠血管拡張作用には、若齢ラットではNOとPGI2が、老齢ラット
では PGI2が関与していることが示唆された。また、心拍数増加作
用はUT IIの直接作用ではなく、PGI2を含めたプロスタノイドが関
与していることが示唆された。
12．ポリフェノー ル含有赤ワイン抽出物の冠循環改善効果と加齢変化
米沢恵，村田恵理，大垣友子＊，石幡明＊＊，片野由美＊＊＊
（山形大学医学部看護学科４年，＊同看護学修士学生，＊＊同生
理学第一講座，＊＊＊同臨床看護学講座）
　赤ワイン等に含まれるポリフェノール化合物（RWPC）は、冠動
脈疾患を含む循環器疾患の予防に効果があることが、疫学的に示さ
れている。本研究では、RWPCの冠循環改善効果と加齢変化を明ら
かにすることを目的に、若齢（２～３ヵ月齢）と老齢（27ヵ月齢）
Fischer 344 rat（♂）摘出灌流心臓標本を用いて検討した。
RWPCによる coronary flow (CF) 増加の程度は、老齢に比べ、若齢
ラットにおいて大きかった。RWPCによる CF増加作用は、若齢
ラットでは NO合成酵素阻害薬（L-NNA）により有意に抑制された
が、老齢ラットではほとんど抑制されなかった。RWPC は心拍数を
約７～８％増加させた。
　以上の結果から、RWPCには冠血管拡張作用があること、若齢
ラットにおいてはこの拡張作用にはNOの産生遊離機能が重要な役
割を果たしていること、これらがRWPCの冠循環改善効果に重要な
役割を果して可能性が示唆された。
13．ポリフェノール含有赤ワイン抽出物によるラット胸部大動脈
拡張作用と加齢による影響
利美賀子，大谷地智子，大垣友子＊，石幡明＊＊，片野由美＊＊＊
（山形大学医学部看護学科４年，＊同看護学修士学生，＊＊同生
理学第一講座，＊＊＊同臨床看護学講座）
　赤ワイン等に含まれるポリフェノール化合物（RWPC）は、循環
器疾患の予防に効果があることが疫学的に示されている。しか
し、 RWPCの血管拡張作用機序及び加齢変化についての報告はほ
とんどない。本研究では、それらを明らかにすることを目的に、若
齢（２～３カ月齢）および老齢（27カ月齢）F 344 rat（♂）の摘出
胸部大動脈リング標本を用いて検討した。
　【結果】内皮無傷標本において、１）RWPC は濃度依存性に血管
弛緩反応を惹起したが、その反応に加齢変化は認められなかった。
２）RWPC の弛緩反応は、L-NNAおよび30 mM KCl により有意
に抑制された。両阻害薬による抑制の程度は、若齢＞老齢ラットで
あった。 RWPC の弛緩反応は、内皮除去により強く抑制された。
　以上の結果から、RWPCによる弛緩反応の機序は、若齢ラットで
は内皮由来の NOや過分極因子が重要な役割を演じているが、老齢
ラットでは、それら以外の因子の関与が示唆された。
14．膀胱平滑筋におけるムスカリンおよびα-受容体を介する収縮
反応の加齢変化
会田梢，山田晃子，会田智美＊，大垣友子＊，石幡明＊＊，
片野由美＊＊＊（山形大学医学部看護学科４年，＊同看護学修士
学生，＊＊同生理学第一講座，＊＊＊同臨床看護学講座）
　高齢者の排尿障害が臨床上問題となっているが、加齢による膀胱
機能の変化についてはまだ不明な点が多い。そこで本研究では、ム
スカリン（M）受容体、およびアドレナリン作動性α受容体を介する
収縮機能、M受容体の加齢変化について、老化実験動物モデルを用
いて検討した。
　その結果、収縮機能実験では、KClによる反応に加齢変化は認め
られなかった。Carbacholによる体部収縮反応は、老齢ラットにお
いて各濃度で減少する傾向を示したが、最大収縮反応と50％有効濃
度に有意差はなかった。Phenylephrineによる底部収縮反応は、老
齢ラットにおいて各濃度で増加し、最大収縮反応も有意に増加し
た。しかし、EC50に有意差はなかった。M受容体結合実験では、受
容体数および親和性に加齢変化は認められなかった。
　本実験で得られた加齢による膀胱体部および底部の収縮機能の変
化は、残尿等の排尿困難を惹起させる可能性を示唆している。
15.　若齢ラットと老齢ラットの餌取り学習行動
内藤広子，竹田裕美，佐々木寛＊，金子健也＊，片野由美＊＊，
加藤宏司＊（山形大学医学部看護学科４年、＊同生理学第二講
座、＊＊同臨床看護学講座）
　加齢に伴い、学習能力は低下すると一般的に考えられている。本
研究では、Fischer344ラットの若齢群と老齢群の学習行動に差が
あるかどうか、また、あればどういった差異があるのかを箱の４隅
に餌場を設け、そのうち決まった３ヶ所から餌を取る装置を用いて
検討した。
　１日１回の学習実験を重ねるにつれ、両群とも、ステップ数（床
を移動する回数）、餌を取った所に再度入る回数、餌を置いていない
所に入る回数は、減少傾向にあった。餌を取った所に再度入る回数
（作業記憶）は、老齢群の方が有意に多かったことから、老齢群で
は作業記憶は低下していると考えられた。餌を置いていない所に
入った回数（参照記憶）には、有意差が認められなかったことから、
加齢により参照記憶には変化がないと考えられた。これらの結果
は、海馬破壊の研究結果と一致することから、加齢により海馬の機
能が低下し、その結果作業記憶の低下がみられたと解釈した。
16．摘出心室筋における成長ホルモン分泌促進物質 KP-102 の心筋
収縮性に対する作用
高橋祐次＊，＊＊，野呂田郁夫＊，遠藤政夫＊（＊山形大学医学部薬
理学講座，＊＊科研製薬珂）
　KP-102は科研製薬珂で開発された成長ホルモン分泌促進物質
（GH secretagogue: GHS） の１つである。近年GHSが心臓へ作用
－181－
をもつことが報告されている。この作用機序を解明するために薬理
学的解析を行った。モルモットの乳頭筋標本において KP-102は単
独で一過性の顕著な陽性変力作用を示した。この作用はαおよびβ
ブロッカーの影響を受けず、レセルピン処置した動物から得た標本
でも観察された。またノルエピネフリンの存在下では持続的な陽性
変力作用が発現した。indo-1を負荷した単離心筋細胞を用いた実験
ではKP-102は Ca2+トランジェントおよび収縮性短縮を増加させ
た。以上のことから、KP-102の強心作用は心筋細胞への直接作用
であること、また循環血液中のカテコールアミンとの cross talk修
飾が陽性変力作用のメカニズムとして存在していることが示唆され
た。
